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RESUMEN
El descubrimiento, validación y determinación de biomarcadores
constituye un objetivo de gran proyección debido al potencial que están
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EI, Ionización por impacto de electrones; CI, Ionización química; PI, Fotoionización;
MPI, Ionización multifotónica; ESI, Ionización por electrospray; LC, Cromatografía de
líquidos (o líquida) HPLC; CE, Electroforesis capilar; LDI, Ionización por desorción
láser; MALDI, Ionización por desorción láser asistida por una matriz; TOF, Analizador
de tiempo de vuelo; MALDI-TOF, Sistema de ionización MALDI con un analizador de
tiempo de vuelo; SELDI, Ionización por láser inducida en superficie; FAB, Bombardeo
con átomos acelerados; DART, Ionización por análisis directo en tiempo real; IT, Ana-
lizador de trampa de iones; LIT, Analizador de trampa de iones lineal; FT-ICR, Anali-
zador de resonancia iónica en ciclotrón con transformada de Fourier; Q, Analizador de
cuadrupolo; MS/MS, Espectrometría de masas en tándem; CID, Disociación inducida por
colisión; SID, Disociación inducida en superficie; ECD, Disociación por captura de elec-
trones; ETD, Disociación por transferencia electrónica; Q-TOF, Analizador de cuadrupo-
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demostrando para el diagnóstico, confirmación y prevención de nume-
rosas patologías, pero es necesario disponer de técnicas analíticas que
tengan las prestaciones adecuadas para obtener la información necesa-
ria. En este sentido, la espectrometría de masas se revela como una de
las más útiles. Los parámetros obtenidos con esta técnica permiten co-
rrelacionarlos con aspectos biológicos relacionados con ciertas enferme-
dades, patologías metabólicas o con la identificación y estructura de
proteínas y péptidos. En este trabajo se ofrece una visión actual de la
espectrometría de masas como una técnica de elección para el estudio
de biomarcadores en el ámbito clínico. Se presenta un resumen de los
aspectos básicos de la técnica, incidiendo en algunos de los elementos
de los equipos más utilizados en el ámbito de las biomoléculas, desta-
cando aplicaciones de la espectrometría de masas para la determinación
de proteínas que pueden utilizarse como biomarcadores, así como las
distintas metodologías más utilizadas. Todo ello permite demostrar el
enorme potencial de esta técnica.
Palabras clave: Espectrómetros de masa. Tándem. Acoplamiento.
Clínica. Bioanálisis.
lo-Analizador de tiempo de vuelo; Q-LIT, Analizador de cuadrupolo-Analizador de tram-
pa de iones lineal; TOF-TOF, Analizador de tiempo de vuelo-Analizador de tiempo de
vuelo; Q-Q-Q, Triple cuadrupolo; Q-Q-LIT, Cuadrupolo-cuadrupolo-trampa de iones
lineal; SRM, Control selectivo de reacción; GC, Cromatografía de gases; HPLC, Cro-
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ABSTRACT
Mass spectrometry and analysis of biomarkers
Biomarkers discovery, followed by its validation and characteriza-
tion, is one of the main objectives within the scientific community.
Clinical biomarkers have demonstrated their benefits not only for the
diagnosis of several pathologies, but also as a screening tool for disease
prevention. In this scenario, technologies yielding appropriate results
become a must, being mass spectrometry among the ones with better
capabilities. Mass spectrometry patterns have resulted in the identifica-
tion allowed for the determination of peptides and proteins, and the
elucidation of their structures; also, they been correlated with several
disease mechanisms and metabolic pathologies. This review describes
the current position of mass spectrometry as first-line technique for the
study of clinical biomarkers. A small description of the basics behind
mass spectrometry is presented, describing the basic elements of the
equipments used in the biomolecules field. Finally, a special focus on its
application for protein identification describes how mass spectrometry
can be used for biomarkers discovery. In summary, this review descri-
bes the potential of mass spectrometry.
Keywords: Mass spectrometer. Tandem. Hyphenated. Clinical. Bio-
assay.
1. INTRODUCCIÓN
La espectrometría de masas (MS) es una técnica consolidada, que
durante la pasada década ha tenido un gran avance en el ámbito biológico
y se está imponiendo en los laboratorios analíticos biosanitarios de inves-
tigación o de diagnóstico. Ello se debe fundamentalmente al desarrollo de
diferentes metodologías, especialmente la combinación de técnicas ana-
líticas de separación, como los métodos cromatográficos o la electrofore-
sis, con la espectrometría de masas en sus diferentes modalidades. Las
cualidades de esta técnica son: su alta especificidad analítica, el amplio
intervalo de aplicabilidad con buena practicabilidad al trabajar con molé-
culas grandes o pequeñas, posibilidad de obtener información cualitativa
y cuantitativa en una única prueba así como su flexibilidad que permite
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diseñar procedimientos analíticos en relativamente poco tiempo, permite
la automatización y miniaturización del equipo, existiendo ya espec-
trómetros del tamaño de un teléfono móvil (1). Si bien presenta limita-
ciones, es una técnica imprescindible en ámbitos como la Proteómica y
será en un futuro próximo, técnica de rutina para cualquier laboratorio de
análisis clínicos.
Con el objetivo de definir, entre otros términos, un biomarcador (BM)
el US National Institute of Health (NIH) patrocinó un grupo de trabajo
acordándose la siguiente definición (2): Un biomarcador es una caracte-
rística que se puede medir objetivamente y que se puede evaluar como
un indicador de procesos biológicos normales, procesos patogénicos o
respuestas farmacológicas a un agente terapéutico.
Conviene resaltar las palabras medir objetivamente, lo que nos diri-
ge al análisis, por lo que la importancia de su determinación se debe a
que se ha revelado trascendental en aspectos como la detección de en-
fermedades, el establecimiento de la dosis correcta de un fármaco o el
control y seguimiento de una respuesta terapéutica individual, identifi-
cación de dianas terapéuticas así como agente importante en el descu-
brimiento de nuevos medicamentos.
Los BM se pueden dividir fundamentalmente en dos tipos: i) mar-
cadores para diagnóstico, prognosis o para información del estado fisio-
lógico pero no ligados a la respuesta de un fármaco, ii) marcadores para
determinar el efecto o la respuesta fisiológica de un fármaco en el labo-
ratorio.
Los fluidos biológicos contienen un elevado número de sustancias,
entre ellas proteínas y péptidos, que pueden estar modificándose en
función del tiempo o en distintas circunstancias, por lo que el reto para
la búsqueda de un biomarcador consiste en aislarlo de la matriz comple-
ja en la que se encuentra, así como establecer sus características y di-
ferenciar el biomarcador en estado de salud o enfermedad. La búsqueda
de una molécula que pueda utilizarse como biomarcador consiste en
buscar compuestos, como proteínas, que muestren diferentes caracterís-
ticas (abundancia, alguna modificación, etc.) entre un control en estado
de salud y el espécimen enfermo. Actualmente algunos biomarcadores
se utilizan rutinariamente en clínica para el diagnóstico de enfermedades
que se determinan en suero u orina mediante técnicas como la espectro-
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fotometría ultravioleta-visible, fluorescencia, fotometría de llama o mé-
todos inmunoanalíticos. Estas técnicas, siempre que es posible, se incor-
poran en procesos analíticos con métodos automatizados para trabajar
con autoanalizadores, utilizando en la etapa de preparación de la mues-
tra reactivos o kits aprobados por la autoridad competente. En la in-
vestigación de nuevos BM hay que analizar cientos de sueros, orinas o
tejidos humanos. Se utilizan especímenes animales para poderlo com-
probar en el animal, como por ejemplo ratones modelo para cáncer de
mama, y posteriormente confirmar los resultados en humanos.
Recientemente se ha reconocido y aceptado la utilidad de los bio-
marcadores en el descubrimiento y desarrollo de nuevos fármacos (3-5).
La correcta utilización de los biomarcadores en las etapas preclínicas y
clínicas, reduce el tiempo de llegada de un fármaco al mercado y permi-
te eliminar compuestos no adecuados antes de pasar a la Fase III de los
ensayos clínicos lo que disminuye el coste económico. Se aplican para
la determinación de su eficacia así como para la estratificación de la
población mediante estudios farmacocinéticos y farmacodinámicos, com-
probando la seguridad del medicamento por lo que la validación de
nuevos biomarcadores en el descubrimiento de fármacos, es un campo
del mayor interés sanitario.
La determinación «ideal» de un biomarcador debe ser rápida, fácil de
realizar incluyendo parámetros de calidad como la máxima sensibilidad
y especificidad. Su interpretación debe conseguir detectar la enfermedad,
medir e identificar su progreso así como permitir la monitorización de la
respuesta terapéutica. Es deseable que la determinación del biomarcador
se pueda realizar en un espécimen de fácil obtención e incluso se pueda
monitorizar a través de un método no invasivo. Es beneficioso que el
método se pueda aplicar a un número elevado de muestras, con un coste
razonable y utilizando equipos instrumentales accesibles a laboratorios de
tipo medio. Todo lo anterior no siempre es factible.
La bibliografía especializada sobre el tema es extensa y de ella se
deduce que la espectrometría de masas es la técnica de elección para la
búsqueda e identificación de biomarcadores en el ámbito clínico, por lo
que en este trabajo se pretende dar una visión actual de la espectrometría
de masas en la búsqueda e identificación de biomarcadores en el campo
clínico, presentando un resumen de los aspectos básicos de la técnica,
incidiendo en algunos de los elementos de los equipos más utilizados en
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el estudio de biomoléculas y destacando los aspectos más relevantes de
la espectrometría de masas para la determinación de proteínas que pue-
dan utilizarse como BM, así como las metodologías más utilizadas, todo
ello permitirá demostrar el enorme potencial de esta técnica.
2. ESPECTROMETRÍA DE MASAS
La espectrometría de masas es una técnica analítica en la que los
átomos o moléculas de una muestra son ionizados, con mayor frecuen-
cia positivamente, separados por su relación masa/carga (m/z) y poste-
riormente detectados y registrados.
La importancia y proyección de la MS es debida a su potencial ana-
lítico. Las ventajas de esta técnica se pueden resumir en los siguien-
tes aspectos: proporciona una insuperable especificidad en la determina-
ción del peso molecular debido a la posibilidad de medir exactamente
su masa molecular así como obtener información a partir de los fragmen-
tos iónicos de un analito. Su sensibilidad es muy elevada y en teoría, la
MS permite detectar una única molécula. Se ha demostrado la detec-
ción de moléculas en cantidades de attomoles (10–18 moles) y femtomoles
(10–15 moles). Es muy versátil, ya que permite determinar la estructura de
tipos de compuestos muy diversos. Es aplicable a los elementos y a todo
tipo de muestras, volátiles, no volátiles, polares y apolares, sólidos, líqui-
dos y gases. En combinación con técnicas de separación de alta resolu-
ción, es la más cualificada para analizar muestras complejas reales.
El análisis por espectrometría de masas se realiza en cuatro etapas
básicas:
1. Introducción de la muestra.
2. Ionización de la muestra, en la que se transforman los átomos
o moléculas en especies iónicas en fase gaseosa, con la consi-
guiente pérdida de electrones o protones.
3. Separación y el análisis de los iones moleculares y de los frag-
mentos cargados producidos según su relación m/z.
4. Finalmente, se obtiene el espectro de masas, en el que se pre-
senta la abundancia relativa de los iones y fragmentos separa-
dos respecto a la relación masa/carga.
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Los espectrómetros de masas se componen de unos elementos bási-
cos como son: un sistema de introducción de la muestra - sistema de
ionización - analizador de masas - detector - sistema de vacío - sistema
de adquisición y tratamiento de los datos. En la Figura 1 se presenta un
esquema de los componentes básicos y en Tabla 1.I se resumen los
componentes de los diferentes equipos instrumentales.
FIGURA 1. Esquema de un espectrómetro de masas.
TABLA 1.
I. COMPONENTES DE LOS ESPECTRÓMETROS
1. Sistemas de introducción de la muestra:
1. 1.1. Sistemas directos e indirectos.
1. 1.2. Sistemas en espectrómetros acoplados a técnicas de separación (LC, GC, CE...).
2. Sistemas de ionización:
1. 2.1. Sistemas de ionización en fase gaseosa:
1. 2.1. 2.1.a. EI: Ionización por impacto de electrones.
1. 2.1. 2.1.b. CI: Ionización química.
1. 2.1. 2.1.c. PI: Fotoionización.
M.ª CARMEN MARTÍN GÓMEZ y MILAGROS BALLESTEROS GONZÁLEZ
120
2. 2.2. Sistemas o fuentes de desorción:
1. 2.1. 2.2.a. ESI: Ionización por electrospray.
1. 2.1. 2.2.b. LDI: Ionización por desorción láser:
1. 2.1. 2.2.b.1. MALDI: Ionización por desorción láser asistida por una matriz.
1. 2.1. 2.2.b.2. SELDI: Ionización por láser inducida en superficie.
1. 2.1. 2.2.c. FAB: Bombardeo con átomos acelerados.
1. 2.1. 2.2.d. DART Ionización por análisis directo en tiempo real.
3. Analizadores:
3. 3.1. TOF: De tiempo de vuelo.
3. 3.2. IT: Trampa de iones.
3. 3.3. FT-ICR: Resonancia iónica ciclotrónica de iones, con transformada de Fourier.
3. 3.4. Orbitrap.
3. 3.5. Q: Cuadrupolo.
4. Detectores:
3. 4.1. Fotomultiplicadores.
3. 4.2. Copa de Faraday.
II. MODALIDADES Y OPERACIONES EN ESPECTROMETRÍA DE MASAS
II. a) Espectrometría de masas en tándem.
II. b) Acoplamiento de la espectrometría de masas con técnicas de separación
II. b) (hyphenated methods).
El espectro resultante es un gráfico que representa la abundancia
relativa de los iones producidos (% de abundancia relativa de los iones
producidos) respecto de su relación masa/carga (m/z). La señal corres-
pondiente a un ión aparece en forma de varios picos que corresponden
a la distribución estadística de los distintos isótopos del ión. La infor-
mación obtenida por espectrometría de masas es esencialmente cualita-
tiva, como es la determinación de masa molecular o la información
sobre la estructura a partir de los fragmentos obtenidos, pero también
se pueden realizar análisis cuantitativos utilizando patrones internos o
externos con límites de detección desde picomoles a femtomoles. El ión
molecular (M+) brinda la información más valiosa en el espectro de
masas. Su masa y composición elemental indican las fronteras dentro
de las cuales se tienen que encontrar los fragmentos estructurales que se
detecten en el espectro de masas.
Las características de los espectrómetros de masas en términos de
poder de resolución, sensibilidad y exactitud en la medida de la masa,
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dependen del tipo de instrumento, del método de ionización y de su
capacidad para aplicar el barrido de potencial. Ningún instrumento pro-
porciona simultáneamente las mejores prestaciones y su comparación es
un aspecto controvertido, porque depende del tipo de aplicación de la
muestra a analizar.
En todo caso, hay que tener en cuenta que existen diferencias con-
siderables entre las prestaciones obtenidas con un instrumento que tra-
baja en condiciones óptimas (generalmente las que proporciona la casa
comercial) o cuando lo hace en rutina.
2.1. Sistemas de introducción de la muestra
Los espectrómetros de masas más modernos están equipados con
diversos sistemas de entrada capaces de adaptarse a las distintas mues-
tras. Pueden ser: sistemas de entrada indirectos en los cuales la muestra
se volatiliza externamente y se introduce en la región de ionización.
Sistemas por sonda directa utilizados para la introducción directa de
líquidos y sólidos no volátiles, permiten trabajar con pequeñas cantida-
des de muestras. Sistemas especiales para la introducción de muestras
en espectrómetros acoplados a técnicas de separación como cromatogra-
fía de líquidos o electroforesis capilar.
2.2. Sistemas de ionización
La ionización de un analito es una etapa crucial en el análisis de
cualquier compuesto por MS y lo corrobora el hecho de que los trabajos
relacionados con dos metodologías para obtención de iones en muestras
complejas (MALDI y ESI) hayan sido merecedores de dos premios
Nobel.
Existe una amplia variedad de métodos, pero ninguno de ellos es
universal. La elección del tipo de ionización viene determinada por
la naturaleza de la muestra y la clase de información que se desea
obtener. El aspecto de los espectros de masas obtenidos para diferentes
especies moleculares depende en gran medida del sistema de ionización
utilizado.
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Los sistemas de ionización o fuentes de ionización tienen diferente
fundamento y pueden ser: de ionización en fase gaseosa o de ionización
por desorción, en el primer caso, la muestra se volatiliza y posteriormen-
te se ioniza, estas fuentes se utilizan para compuestos térmicamente esta-
bles y de pesos moleculares menores de aproximadamente 103 daltons. En
el segundo caso, ionización por desorción, la muestra se transforma di-
rectamente en iones gaseosos, estos sistemas son aplicables a muestras no
volátiles y térmicamente inestables. Asimismo, son válidas para molécu-
las que tienen pesos moleculares mayores de 105 daltons. Estas últimas
son las de mayor aplicación en el ámbito de los biomarcadores, objeto del
presente estudio, por lo que se les dedicará mayor atención.
Hay sistemas de ionización en los que se comunica a las moléculas
suficiente energía como para que alcancen un estado altamente excitado;
la posterior relajación implica la rotura de determinadas uniones, produ-
ciéndose fragmentos de iones con una relación m/z menor que la del ión
molecular. Otros sistemas de ionización aportan la energía suficiente
como para que la molécula se ionice sin que se produzca apenas frag-
mentación, obteniéndose un espectro de masas más sencillo en el que
aparece fundamentalmente un pico que corresponde al ión molecular.
2.2.1. Sistemas de ionización en fase gaseosa
2.2.1.a. EI: Ionización por impacto de electrones
Es un proceso en el que la muestra, previamente vaporizada, se
somete a un bombardeo mediante electrones acelerados que chocan con
las moléculas provocando su ionización. La elevada energía cinética de
los electrones acelerados y su pequeña masa proporcionan a las molé-
culas con las que impactan, una energía que provoca una elevada frag-
mentación dando lugar a un gran número de iones positivos que pueden
tener mayor o menor masa que la del ión molecular.
2.2.1.b. CI: Ionización química
Las moléculas de la muestra en fase gaseosa se ionizan al colisionar
con los iones producidos al bombardear un gas reactivo con electrones.
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Es clave el gas elegido para provocar la ionización del analito y hay que
considerar la diferente afinidad hacia los protones, tanto del gas elegido
como del analito. La ionización química permite obtener información
sobre la masa molecular de compuestos con un límite de masas de 1.000
daltons pero, como sucede con la ionización por impacto de electrones,
los compuestos no volátiles, no se pueden analizar con este método, ni
tampoco muchos compuestos con grupos funcionales polares. Otra limi-
tación, es la falta de información estructural de los espectros de masas
obtenidos por ionización química.
Existen otras modalidades de ionización química interesantes como
son la ionización química con intercambio de carga, que presenta como
ventaja el conseguir una mayor fragmentación que con la CI. La ioni-
zación química con iones negativos se utiliza para generar iones nega-
tivos de compuestos volátiles.
2.2.1.c. PI: Fotoionización
Sistema de ionización para moléculas pequeñas. Se produce la ioni-
zación cuando una molécula en estado gaseoso es irradiada con un haz
de fotones de energía conocida, utilizando un haz de radiación proce-
dente de una lámpara ultravioleta, una lámpara de deuterio o un láser
excímero. Una condición básica para poder utilizar la fotoionización, es
que la molécula del analito tiene que estar en fase gaseosa, las muestras
sólidas deben someterse a un proceso de desorción o vaporización pre-
vio a la PI. La fotoionización es un sistema de elevada sensibilidad, se
puede utilizar una radiación determinada y conocida, lo cual produce
una ionización controlada de la forma que se desea. Se pueden utilizar
fuentes láser de fotones de distintas longitudes de onda, que se emplean
para una ionización en distintas etapas que se conoce como ionización
multifotónica (MPI).
2.2.2. Sistemas o fuentes de desorción
En la ionización por desorción, la muestra se transforma directa-
mente en iones gaseosos; su aplicación es para muestras no volátiles y
térmicamente inestables.
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Se ha comentado que son las fuentes de mayor aplicación en el
ámbito de los biomarcadores y para moléculas biológicas en general, lo
que determina su interés.
2.2.2.a. ESI: Ionización por electrospray
El desarrollo de ESI dio lugar a que John Fenn obtuviera el premio
Nobel en Química en 2002 «for the development of soft desorption
ionisation methods for mass spectrometric analyses of biological ma-
cromolecules (electrospray)».
Es una ionización a presión atmosférica que se aplica a un amplio
grupo de muestras y especialmente se utiliza para la caracterización de
biomoléculas. En la ionización por electrospray, la muestra disuelta en
un disolvente adecuado pasa a través de un capilar metálico, en cuya
punta se aplica un potencial de 3 a 4 KV y una presión de 1 atmósfera.
Se produce una fina niebla de gotas de elevada carga y la evaporación
del solvente hace que aumente la densidad de carga, produciéndose la
desorción en fase gaseosa Figura 2.
El análisis por ESI, se puede hacer provocando una ionización po-
sitiva o negativa. Se selecciona la polaridad de los iones que se desea
analizar mediante el voltaje del capilar. Permite la obtención del ión
FIGURA 2. Esquema de un sistema de ionización ESI: electrospray.
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molecular, y si se desea obtener una fragmentación, se puede inducir
aumentando el voltaje en la punta del cono del capilar. Este proceso se
utiliza con frecuencia en espectrometría de masas en tándem. La ESI de
especies poliméricas, proporciona espectros que contienen una serie
de múltiples iones cargados del siguiente tipo: [M+ nH]n+ y [M–nH]n–. En
muchos casos, se pueden determinar masas moleculares de macromolé-
culas con una precisión de ± 0,005%.
La ionización por electrospray constituye la mejor interfaz cuando
se acopla la cromatografía de líquidos (LC) o la electroforesis capilar
(CE) con MS.
NanoESI: Ionización por nanoelectrospray. Es una versión miniatu-
rizada de un sistema de ionización por electrospray convencional que
permite operar con un flujo del orden de microlitros.
Existen algunas diferencias desde el punto de vista práctico. En un
nanoESI se utiliza un capilar recubierto de oro de un diámetro de 1 a
3 μm, frente a los 100 μm que tienen los capilares utilizados en un ESI
convencional. En segundo lugar, el voltaje aplicado para que se produz-
ca la ionización de la muestra es mucho más bajo, entre 500 y 800 V.
Otra diferencia es que no es necesario un sistema de bombeo externo
para mantener un flujo constante. La velocidad de desorción de los iones
en las pequeñas gotas es mucho mayor que en las gotas grandes, por eso
en el sistema de nanoESI, se incrementa la sensibilidad en varios órde-
nes de magnitud con respecto al sistema ESI convencional.
2.2.2.b. Ionización por desorción con láser
En las primeras aplicaciones se utilizó un haz de radiación láser para
irradiar la muestra y producir los iones. En este modo directo de ioni-
zación, denominado ionización por desorción con láser (LDI: láser des-
ortion/ionization) era difícilmente controlable la cantidad de energía
transferida, provocando una degradación de la muestra por un exceso
de calentamiento, además no todos los compuestos son capaces de ab-
sorber a la longitud de onda del láser y en consecuencia, no se producía
la ionización.
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2.2.2.b.1. MALDI: Ionización por desorción con láser asistida
2.2.2.b.1. por una matriz
El desarrollo de este sistema de desorción se realizó por dos grupos
de investigación siendo merecedor del Premio Nobel en 2002 Koichi
Tanaka, compartido con John Fenn. Ha significado una revolución para
el estudio de biopolímeros, ya que ha permitido el análisis de proteínas
y otras biomoléculas cuyas masas exceden los 200 Kdalton, con una
sensibilidad de varios órdenes de magnitud.
El sistema MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization) se
realiza mediante una radiación láser y con el concurso de una matriz
adecuada. Se opera mezclando una disolución de la muestra con una
sustancia matriz que se encuentra en mucha mayor proporción que la
muestra (10.000:1); la mezcla se deposita en un dispositivo portamues-
tras especialmente diseñado para este sistema de ionización. Tras la
evaporación del disolvente, los cristales de la mezcla muestra-matriz se
irradian con un haz láser de elevada potencia (106 Wcm–2) y de pulsos
cortos durante algunos nanosegundos que desorben e ionizan las molé-
culas de la muestra y la matriz, manteniéndolas en fase gaseosa (Figu-
ra 3). La clave del éxito del MALDI, se debe a que la matriz es capaz
de absorber gran cantidad de energía a la longitud de onda del láser y
FIGURA 3. Esquema de un sistema de ionización MALDI: desorción con láser, asistida por
una matriz.
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posteriormente sufre una relajación, cediendo la energía emitida a las
moléculas de la muestra de una forma controlada, de manera que per-
mite la desorción de las moléculas quedando como iones intactos en
fase gaseosa. Se utilizan diferentes tipos de matrices dependiendo de las
aplicaciones y de la naturaleza del analito: matrices orgánicas sólidas y
líquidas, líquidos iónicos y materiales inorgánicos.
La matriz utilizada en el sistema MALDI, juega un papel muy impor-
tante en el proceso de ionización de la muestra y tiene dos misiones, la
primera es absorber el fotón de energía procedente del haz láser, la se-
gunda actúa como un disolvente del analito reduciendo las fuerzas inter-
moleculares y disminuyendo la agregación de moléculas de analito al
mínimo. Los iones generados mediante MALDI son mayoritariamente
moléculas protonadas con una sola carga, también se forman iones oligo-
méricos protonados con doble y triple carga. Además, se forman aductos
de las moléculas de la muestra con Na+ y K+, especialmente en muestras
de origen biológico. Se pueden formar iones con carga negativa.
Una matriz debe tener las siguientes características: fuerte absorción
de radiación a la longitud de onda del láser. Buena capacidad de mezcla
con el analito, para que se formen unos microcristales bien definidos.
Una baja temperatura de sublimación que permita la formación de forma
instantánea de un conjunto matriz-muestra durante la duración del pulso
de láser. Participación en algún tipo de reacción fotoquímica, que per-
mita que las moléculas de la muestra puedan protonarse o desprotonarse
con una elevada eficacia.
Un aspecto crítico que hay que considerar es la preparación de la
muestra, tratando de evitar la posibilidad de que se produzca una disgre-
gación entre las moléculas del analito y la matriz durante el proceso de
cocristalización, lo que conlleva que la preparación no sea homogénea,
dando lugar a una señal inadecuada en el analizador.
El mecanismo por el que se produce la ionización MALDI no es
todavía bien conocido. Se proponen tres mecanismos para explicar-
lo (6), el primero corresponde a un modelo de ionización fotoquímico,
el segundo a un modelo de ionización «cluster» y el tercero propone un
modelo de transferencia pseudoprotónica. En el modelo de ionización
fotoquímica, los iones de la matriz se producen por un proceso de ioni-
zación multifotónica y colisión, los iones de las biomoléculas, a su vez,
se producen por la protonación o desprotonación entre los iones de la
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matriz y las biomoléculas durante un proceso de colisión en fase gaseo-
sa. En el modelo que propone una ionización «cluster» (asociaciones
entre iones de muestra y moléculas del disolvente) se considera que la
radiación láser provoca la desorción de los «cluster», lo que hace que se
produzcan los iones de las biomoléculas por desolvatación de las molé-
culas de la matriz. En el modelo que propone una pseudotransferencia
de protones, los iones de biomoléculas se producirían durante un proce-
so de cocristalización de la matriz, tras la absorción de la radiación
láser. Actualmente se sigue investigando sobre el mecanismo de ioniza-
ción para mejorar el análisis de biomoléculas por MS.
Dado que el haz de radiación láser es pulsante, el sistema MALDI es
muy adecuado para utilizar un analizador de tiempo de vuelo (TOF) y a
este equipo se le denomina MALDI-TOF. Se comentará posteriormente.
2.2.2.b.2. SELDI: Ionización por desorción con láser inducida
2.2.2.b.2. en superficie
SELDI (surface enhanced laser desorption ionization) es una moda-
lidad de desorción que supone una alternativa al MALDI. Un analito o un
grupo de analitos se fijan sobre la superficie de los pocillos situados en
un chip en los que se ha dispuesto una fase sólida. Se pueden fijar por
adsorción, reparto, interacciones electrostáticas o afinidad; posteriormen-
te la superficie sólida se cubre con una sustancia que actúa de matriz y se
somete a un proceso igual que en MALDI. En los pocillos se pueden
inmovilizar anticuerpos, receptores de DNA u otras sustancias que mues-
tren gran afinidad para determinados péptidos de la muestra.
Mientras el SELDI-MS se utiliza para el análisis de proteínas de
elevado peso molecular, MALDI-MS se aplica a proteínas y péptidos de
menor peso molecular.
2.2.2.c. FAB: Bombardeo con átomos acelerados
Este sistema de ionización es útil para el estudio de especies polares
de elevado peso molecular. La muestra disuelta en un líquido inerte,
polar y relativamente poco volátil, como por ejemplo glicerol que actúa
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como matriz, se bombardea con un haz de átomos o iones de elevada
energía (varios KeV). Los iones positivos y negativos del analito son
expulsados de la superficie de la muestra por un proceso de desorción;
este tratamiento reduce la fragmentación. Aunque la matriz más utiliza-
da es el glicerol, se pueden usar trietanolamina, dietanolamina o 3-ni-
trobencil alcohol entre otros.
2.2.2.d. DART: Ionización por análisis directo en tiempo real
Es una nueva técnica de ionización a presión atmosférica en la que
un haz formado por iones de átomos de helio, producidos mediante
descarga eléctrica, se enfoca hacia la muestra. Las especies ionizadas
de la muestra se analizan en el espectrómetro a presión atmosférica, el
proceso por el que produce la ionización positiva, se debe a una trans-
ferencia de protones.
Sirve para sólidos, líquidos y gases, colocando la muestra entre el
sistema DART y el analizador sin necesidad de un pretratamiento o uso
de disolventes. Este sistema de ionización se puede utilizar para com-
puestos orgánicos y biomoléculas entre otros.
2.3. Analizadores
El analizador de masas constituye el corazón de un espectrómetro de
masas, su funcionamiento y prestaciones dependen en gran medida de
su diseño. El analizador tiene dos misiones fundamentales: separar los
iones en función de su relación m/z y enfocar los iones separados hacia
un determinado punto. El movimiento de las partículas cargadas permite
distinguir unas de otras en función de la energía cinética de cada ión, de
la velocidad o del momento de fuerzas. Los distintos analizadores apro-
vechan alguna o varias de estas propiedades para separar los iones de
distintas masas.
Existen diferentes tipos de analizadores, los más utilizados son los de
sector magnético, de cuadrupolo, de trampa de iones, trampa de iones
lineal, de tiempo de vuelo, de resonancia iónica en ciclotrón o analizado-
res Orbitrap. Su elección se realiza en función de su resolución, del inter-
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valo de masas que permite separar, de la exactitud de las masas que es
capaz de separar, del intervalo dinámico lineal, de la velocidad de barri-
do, de la sensibilidad, de la eficacia y de su adaptabilidad, entendiéndola
como la posibilidad de poder utilizar distintos modos de ionización.
En muchas ocasiones no es posible disponer de un analizador que dé
respuesta a las expectativas analíticas requeridas para muestras comple-
jas, en ese caso, hay que recurrir al acoplamiento de dos analizadores
para conseguir los resultados requeridos.
Los analizadores más utilizados para el análisis de biomoléculas
son:
2.3.1. TOF: Analizador de tiempo de vuelo
Es uno de los analizadores más sencillos, pero actualmente tiene una
gran presencia en los laboratorios. El principio de los espectrómetros de
tiempo de vuelo (time of flight) se basa en la relación entre la masa y
la velocidad de los iones. Se mide el tiempo que necesitan los iones
acelerados para recorrer una distancia (L), que depende de las caracte-
rísticas del instrumento, sin que los iones estén sometidos a un campo
eléctrico y/o magnético (Figura 4).
Las prestaciones del TOF son especialmente interesantes, sobre todo
en cuánto a la resolución y la exactitud en la determinación de la masa
ya que se consiguen valores inferiores a partes por millón.
Se han incorporado algunos elementos en el instrumento como son
unos espejos electrostáticos denominados «reflectrón» para aumentar la
resolución y mejorar la separación de los haces de iones.
Los equipos MALDI-TOF son muy utilizados para el análisis de
biomoléculas, siendo sus principales ventajas:
— Análisis muy rápidos, algunos instrumentos que se encuentran
en el mercado pueden procesar cien muestras en menos de diez
minutos.
— Permite la determinación de masas en un amplio intervalo, se
pueden medir desde péptidos de pequeña masa hasta proteínas
mayores de 100.000 Dalton (Da).
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FIGURA 4. Esquemas de diversos analizadores.
— Se obtienen espectros de masas sencillos, debido a que la mayo-
ría de los iones tienen una carga única, sólo un pequeño porcen-
taje es de doble carga y rara vez se observan iones de triple
carga.
— Posibilidad de obtener una imagen espacial molecular o incluso
de un tejido, debido a que el haz de radiación láser se puede
enfocar en un pocillo muy estrecho (5 μm). También depende de
las lentes focalizadoras utilizadas en el equipo MALDI-TOF.
— Una sensibilidad muy elevada que puede llegar a detectar can-
tidades del orden de atomoles de péptidos de pequeño tamaño.
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Las limitaciones del MALDI-TOF también existen y se pueden re-
sumir en las siguientes:
— Baja reproducibilidad debido a la dificultad para controlar el
proceso de cristalización y la producción de iones debido a la
fuerte influencia del láser.
— Una relativamente baja resolución para la determinación de las
masas, debido a que la energía de las biomoléculas se dispersa
durante el proceso de desorción, así como, a la posible unión a
la matriz y a la posible fragmentación de la biomolécula.
2.3.2. IT: Analizador de trampa de iones
Es un analizador de masas muy ampliamente utilizado. Consta de un
electrodo que constituye un anillo central y dos electrodos colectores, la
separación de los iones se produce almacenando los iones en el espacio
central y manipulando su movimiento en el tiempo, en lugar de hacerlo
en el espacio. El campo se crea aplicando un sistema de radiofrecuen-
cias al anillo central. Los iones del analito procedentes de la fuente de
ionización penetran a través de una rejilla en el electrodo colector y
según su m/z y el campo aplicado, circulan en una órbita estable o se
desestabilizan pasando al detector (Figura 4).
Los instrumentos de IT se caracterizan por tener una elevada sensi-
bilidad y obtener una rápida adquisición de datos, sin embargo, los
analizadores IT tienen una resolución limitada y una relativamente baja
capacidad de atrapar iones, ello ha conducido al desarrollo del analiza-
dor de trampa de iones lineal (LIT) con elevada capacidad de atrapa-
miento de iones lo que ha mejorado el rango dinámico y la sensibilidad
de esa técnica. El LIT ha desplazado al cuadrupolo clásico. Actualmente
los instrumentos LIT, disponen de elementos que les permiten mejorar
la resolución.
2.3.3. FT-ICR: Analizador de resonancia iónica en ciclotrón
2.3.3. con transformada de Fourier
Es un analizador que dispone de una celda de trampa de iones como
elemento principal, estas celdas están diseñadas aprovechando el fenó-
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meno de resonancia iónica en ciclotrón. El desarrollo y comercialización
de los espectrómetros de resonancia iónica en ciclotrón con transforma-
da de Fourier, con una fuente de ionización externa, representa un hito
importante en cuanto a su poder de resolución y a la exactitud de la
masa determinada.
Se pueden obtener medidas por debajo de μg/L. La elevada resolu-
ción de este analizador, no sólo es a causa de la mejor calidad de los
datos, sino que permite obtener mayor número de picos, por lo que se
pueden obtener más señales que con otros analizadores de menor poder
de resolución.
El desarrollo de instrumentos híbridos (acoplados) FT-ICR con un
LIT externo, proporciona mayor robustez al equipo.
2.3.4. Analizador Orbitrap
Recientemente, se ha comercializado un nuevo tipo de analizador
denominado «Orbitrap», es el primer analizador que aparece en el mer-
cado en tres décadas y está basado en un nuevo principio físico: la
separación de los iones en un campo eléctrico oscilante. Este instrumen-
to, presenta unas prestaciones similares a un espectrómetro FT-ICR, en
términos de resolución y exactitud de la masa, pero sin necesidad de
incorporar un magneto superconductor de elevado coste.
2.3.5. Q: Analizador de cuadrupolo
El analizador de cuadrúpolo, muy utilizado en espectrometría de
masas en tándem, consiste en cuatro barras paralelas, separadas entre
ellas, a las que se aplica un potencial de corriente continua, sobre el que
se superpone un potencial de radiofrecuencia Figura 4. Los iones atra-
viesan el interior de las barras y el campo creado en ellas actúa a modo
de filtro, determinando qué iones alcanzarán el detector. Sólo algunos
iones alcanzarán el detector dependiendo del campo de radiofrecuencia
aplicado así como de su relación m/z. El analizador de cuadrupolo es
uno de los más extendidos, por su relativa sencillez y ser muy adecuado
para ser acoplado a interfases de cualquier tipo, incluida la ESI, para el
M.ª CARMEN MARTÍN GÓMEZ y MILAGROS BALLESTEROS GONZÁLEZ
134
análisis de proteínas y biomoléculas, así como por su bajo coste. Sus
limitaciones se concretan en su intervalo de trabajo, en la imposibilidad
de realizar análisis de alta resolución, y en la dificultad para la determi-
nación exacta de las masas.
2.4. Detectores
Los detectores proporcionan información sobre el flujo de iones o la
abundancia de iones que salen del analizador de masas. Convierten el
chorro de iones en una señal eléctrica que puede ser amplificada, alma-
cenada y presentada mediante el sistema de tratamiento de datos de
forma que se pueda interpretar. Sus características más importantes son
sensibilidad, exactitud, resolución, tiempo de respuesta, estabilidad,
amplio intervalo dinámico y un nivel de ruido bajo. Se utilizan detec-
tores del tipo de fotomultiplicadores, Copa de Faraday y otros.
Debido a la cantidad de información que se genera y a los cuantio-
sos parámetros que se pueden modificar en cada experiencia, se necesita
un sistema informático para el control del equipo, así como para la
adquisición, almacenado y presentación de espectros. Se incluyen soft-
ware para la interpretación de espectros e identificación de compuestos
mediante la utilización, en línea, de bibliotecas de espectros. También
permiten el análisis cuantitativo.
3. MODALIDADES Y OPERACIONES EN ESPECTROMETRÍA
3. DE MASAS
La identificación de compuestos en mezclas complejas así como la
determinación de sus estructuras no es posible, en general, utilizando un
único espectrómetro por lo que son necesarios otros equipos de mejores
prestaciones analíticas para incrementar el nivel de información y esto
se consigue acoplando varios espectrómetros que pueden ser de las
mismas características, o diferentes, lo que permite aprovechar las ven-
tajas de cada uno de ellos. Es conocido que el factor limitante en mu-
chos análisis es la necesidad de conseguir buenas separaciones previas
en muestras complejas, por lo que otro enfoque analítico es la combi-
nación de diferentes técnicas y métodos de separación con la espectro-
metría de masas, lo que aporta innumerables posibilidades (Tabla 1.II).
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3.1. MS/MS: Espectrometría de masas en tándem
Se denomina espectrometría de masas en tándem (MS/MS) al aco-
plamiento de dos espectrómetros de masas unidos por una cámara que
en general, fragmenta las moléculas. Existen dos categorías principales
de espectrómetros que permiten realizar experimentos MS/MS: espec-
trómetros en tándem en el espacio y en el tiempo. La definición anterior
sólo es apropiada para MS en tándem en el espacio, que es el que se va
a comentar. Su esquema se presenta en la Figura 5.
FIGURA 5. Esquema de espectrómetros de masas en tándem (MS/MS). CC: Cámara de
colisión; D: Detector.
Se considera una de las herramientas más útiles para identificar
compuestos en mezclas y determinar la estructura de sustancias desco-
nocidas se utiliza especialmente en proteómica o para eliminar interfe-
rencias en métodos cuantitativos.
El primer espectrómetro sirve para seleccionar un ión determinado
entre los iones producidos en el sistema de ionización. Este analizador
genera el espectro de masas de la sustancia y selecciona, de todos los
iones que le llegan, el ión correspondiente a un valor de m/z, que se
denomina Ión Precursor. Seguidamente este ión precursor se introduce
en una cámara de colisión, en la que se bombea un gas. Los iones
moleculares son acelerados por un potencial eléctrico hasta obtener una
energía cinética alta y en la cámara colisionan con las moléculas del gas
(helio, nitrógeno o argón). En la colisión parte de la energía cinética se
transforma en energía interna y se fragmenta el ión precursor en peque-
ños fragmentos neutros y otros iones, estos fragmentos del ión precur-
sor, denominados Iones Producto (el término «iones hijos» actualmen-
te no es aceptado por la IUPAC) entran en el segundo espectrómetro de
masas donde son analizados para dar un nuevo espectro de masas. Este
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proceso se puede repetir para diferentes iones precursores dentro de una
misma sustancia.
El proceso de fragmentación es esencial cuando se trabaja con sis-
temas MALDI y ESI pues en general los iones precursores son estables
y al ser fuentes de ionización suaves, no se dispone de patrones de
fragmentación adecuados por lo que no hay la información suficiente
para una correcta elucidación estructural.
Entre los métodos que existen con este fin, el más utilizado en
proteómica es la disociación inducida por colisión (CID: collision-indu-
ced dissociation) que corresponde al proceso expuesto anteriormente.
Otros métodos diferentes son: disociación inducida en superficie (SID:
surface-induced dissociation) en la que la activación del ión se debe a
las colisiones de los iones precursores sobre una superficie. Actualmen-
te, para estudios concretos se está incorporando la fragmentación me-
diante radiación láser o con electrones libres. En particular la disocia-
ción por captura de electrones (ECD: electron capture dissociation)
y la disociación por transferencia electrónica (ETD: electron transfer
dissociation) han sido implementados sobre equipos FT-ICR y LIT res-
pectivamente. La información es complementaria a la fragmentación
obtenida por CID.
El sistema más sencillo incluye dos analizadores pero en principio,
no existe límite en el número de equipos acoplados. Se han construi-
do sistemas que incluyen hasta cuatro analizadores de masas. En la
medida en que aumenta el número de los mismos crecen las capacidades
experimentales, también la complejidad y por supuesto, el coste del
instrumento.
La espectrometría de masas en tándem se usa rutinariamente para la
identificación de proteínas y los equipos más utilizados han sido Q-TOF
y Q-LIT siendo ESI el sistema de ionización para la secuenciación de
proteínas. Desde que se implantaron los analizadores TOF-TOF y orbi-
trap se utiliza MALDI como sistema de ionización y se aplica habitual-
mente utilizando la metodología del ión producto para determinar la
secuencia de aminoácidos de un péptido específico. El primer analizador
se utiliza para seleccionar un precursor específico. Este ión se fragmenta
en la cámara CID y los iones resultantes se analizan mediante el segun-
do analizador. Se repite el proceso con diferentes precursores. Este modo
de actuación, es general para cualquier equipo MS/MS (Figura 6).
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FIGURA 6. Esquema del análisis de un péptido.
Para detectar conjuntos de péptidos que contienen un determinado
grupo funcional se requieren instrumentos más específicos y la utiliza-
ción de otra metodología relacionada con el ión precursor, en la que se
utiliza el segundo analizador para transferir al detector sólo un fragmen-
to (o ión determinado). El primer espectrómetro se utiliza para detectar
todos los iones precursores capaces de generar este fragmento. Estas
metodologías se pueden realizar eficazmente en un triple cuadrupolo
(Q-Q-Q) o cuadrupolo-trampa de iones (Q-Q-L-I-T). Por ejemplo, se
pueden detectar en mezclas complejas, la fosforilación y la glicosilación
mediante la generación de iones característicos y específicos en la cá-
mara de colisión, que pueden ser posteriormente detectados.
Los dispositivos de triple cuadrupolo, también permiten análisis
cuantitativos mediante el método SRM: Control selectivo de reacción
(selected reaction monitoring), con una sensibilidad muy elevada. Si los
analitos son conocidos, se pueden detectar y cuantificar con un alto
grado de sensibilidad y selectividad. La elevada selectividad, es conse-
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cuencia de la monitorización del par de iones precursores o fragmentos
característicos de un único péptido, dado que el primer analizador de
masas, sólo deja pasar una población pequeña de iones lo que minimiza
el fondo químico.
3.2. Acoplamiento de la espectrometría de masas con técnicas
3.2. de separación (hyphenated methods)
Valcárcel (7) define el acoplamiento o hibridación instrumental como
la combinación a través de una interface de dos técnicas analíticas
independientes, que genera una información única e integral de la com-
posición de la muestra y se caracteriza por ser más completa que la
información alcanzada independientemente por cada técnica.
Los requisitos que deben cumplir las técnicas para acoplarse, son (8):
compatibilidad; independencia entre los métodos; ortogonalidad, que en
este caso significa que los métodos acoplados deben basar sus respecti-
vas separaciones en mecanismos de separación tan distintos como sea
posible; que sean complementarias, para obtener una mejor información
analítica y permitir una adquisición de datos que simplifique su interpre-
tación.
En separaciones de mezclas complejas el papel de la cromatografía
de gases (GC), de líquidos en su modalidad HPLC y la electroforesis
capilar (CE) es innegable. Del mismo modo, es indiscutible la capacidad
de la MS como técnica para proporcionar información que permite la
identificación de numerosos compuestos. Ambas técnicas presentan sus
limitaciones como cualquier técnica utilizada, sin embargo, el acopla-
miento en línea de una técnica de separación con MS resulta muy útil
al conseguir una metodología analítica en dos dimensiones, en la que se
realiza simultáneamente la separación y la identificación. El acopla-
miento en línea requiere una interfaz que pueda introducir los compo-
nentes separados con la primera técnica, en el sistema de ionización del
espectrómetro sin afectar a su resolución ni tampoco a su forma de
operar. La cromatografía y la espectrometría de masas cumplen los re-
quisitos, pero el reto es mantener el vacío requerido en el espectrómetro
al mismo tiempo que se está introduciendo el líquido o gas, con los
analitos procedente del cromatógrafo. No sirven todos los espectróme-
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tros, sino solamente los que pueden realizar barridos de potencial a gran
velocidad y tolerar altas presiones (ejemplo: TOF; LIT o Q). Se presenta
un esquema de estos equipos en la Figura 7.
FIGURA 7. Esquema de un equipo de LC acoplado con un espectrómetro de masas.
En la determinación de biomarcadores se utiliza fundamentalmente
el acoplamiento de las técnicas cromatográficas con MS. Aunque la
electroforesis en gel es muy utilizada, como técnica de separación pre-
via, en este caso no se considera sistema acoplado, al no estar en línea.
En el acoplamiento con cromatografía de gases (GC-MS) se adoptan
diversas posibilidades que van a depender del tipo de columna emplea-
da ya que condiciona el flujo del gas portador. Si las columnas tienen
diámetros superiores a 0,3 mm hay que recurrir a interfaces como divi-
sor de flujo sin embargo, se están sustituyendo por la utilización de las
columnas capilares que debido al pequeño flujo del gas, se introducen
debidamente termostatizadas hasta la cámara de ionizacion y un sistema
de bombeo del espectrómetro elimina el gas portador. Sirve para molé-
culas pequeñas volátiles y térmicamente estables. Se ha utilizado un
equipo de cromatografía de gases bidimensional acoplado a MS con un
analizador TOF (GG-GC-TOF-MS) para analizar en el plasma glucosa,
ácidos 2-hidroxibutírico, linoleico y palmítico con el fin de hallar poten-
ciales biomarcadores para la diabetes (9).
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La cromatografía de líquidos trabaja a alta presión, temperatura
ambiente o muy próxima, con un caudal de la fase móvil relativamente
alto, mientras que MS opera a alto vacío y temperatura elevada, esto
hace más complicado el acoplamiento. Se ha resuelto con interfaces que
consiguen una ionización suave de la muestra, sin pretender eliminar
por completo la fase móvil. Se emplean de diferentes tipos como la
ionización química a presión atmosférica APCI (atmospheric pressure
chemical ionization) o ionización por nebulización térmica (termospray)
aunque la de mejores resultados al estudiar medios biológicos es el
electrospray (ESI).
El electrospray es la interfaz más adecuada para acoplar la croma-
tografía de líquidos con MS (LC/MS) ya que permite analizar, con gran
sensibilidad, numerosos compuestos no volátiles y térmolábiles, cuyo
intervalo de pesos moleculares es muy amplio y la ionización se realiza
a presión atmosférica. En cromatografía se puede trabajar en fase inver-
sa y con diferentes solventes, el equipo resultante LC/ESI-MS es de
gran aceptación en estudios de proteínas y proteómica así como en
métodos cuantitativos.
Cuando la ionización es mediante ESI, se puede trabajar con mues-
tras en flujo continuo, pero si es con MALDI generalmente se realiza
utilizando gotas o cantidades discretas de muestra. Recientemente se ha
desarrollado un método que permite realizar separaciones LC y utilizar
MALDI-MS, en este caso el líquido eluido de la columna se deposita en
una placa MALDI pero en un sistema automatizado continuo.
Para resolver mezclas complejas se combina la cromatografía de lí-
quidos con la espectrometría de masas (LC/MS), o masas en tándem (LC/
MS/MS), utilizando diferentes sistemas de ionización y analizadores
como trampa de iones lineal (LIT), cuadrupolar, Orbitrap y resonancia ci-
clotrónica de iones con transformada de Fourier (FT-ICR). Este último
puede generar espectros de distinto orden: MS2 y MSn de gran calidad
pero tarda más tiempo. Los espectrómetros de trampa de iones son muy
convenientes para obtener MSn pero requieren llegar a un compromiso
entre la exactitud de la masa y resolución. Los instrumentos MALDI/
TOF-TOF generalmente sólo pueden obtener espectros MS2 pero la ener-
gía de colisión puede ser tan alta como la obtenida con CID y trampa de
iones. La cromatografía HPLC en fase inversa realiza las separaciones
con una resolución alta y es adecuada para trabajar con ESI.
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Una metodología de separación de gran utilidad en separaciones de
muestras muy complejas, se fundamenta en acoplar dos técnicas de
separación y este sistema se conoce como técnicas multidimensionales
de separación.
i) Un caso sencillo es el bidimensional que consiste en acoplar dos
métodos de separación basados en diferentes mecanismos de retención,
conectando la segunda columna a la salida de la primera y funcionando
en línea. La primera columna separa total o parcialmente los componen-
tes de la mezcla y la segunda recibe los compuestos ya separados que
pueden ser puros o si la separación no ha sido total, mezclas más sen-
cillas para su separación. Los requisitos, vistos previamente, de compa-
tibilidad, independencia, ortogonalidad y complementariedad se han de
cumplir en estas separaciones.
La capacidad de pico se define como el máximo número de picos
que pueden ser separados, con una resolución convenida en una deter-
minada longitud de columna (8). En un sistema multidimensional, la
capacidad de pico (n2D) del conjunto corresponde al producto de la ca-
pacidad de los picos en cada dimensión: n2D = n1 n2 pero hay que tener
en cuenta que en la práctica es menor que el teórico debido a las limita-
ciones que se producen por el ensanchamiento del pico, causado por el
equipo o el volumen muerto de la columna.
En realidad, no existen modos de separación absolutamente inde-
pendientes por lo que hay una gran variedad de combinaciones de sis-
temas multidimensionales para incrementar el poder de separación y
optimizar la capacidad de pico. Para ello se utilizan distintas técnicas
cromatográficas y diferentes dimensiones de los elementos de los equi-
pos tales como la longitud de la columna, su diámetro, etc., pero real-
mente son los aspectos prácticos relacionados con la interfaz entre el
sistema cromatográfico y el espectrómetro de masas los que limitan la
utilidad de muchas combinaciones. Algunos de los factores limitantes
pueden ser el tiempo requerido para el análisis, el tipo de buffer utili-
zado para la separación justo antes del acoplamiento con el MS y la
integración de las dos dimensiones.
En estos sistemas, la última etapa de la separación es habitualmente
una cromatografía en fase inversa (RPLC), con lo que se consigue una
elevada resolución, una eficaz eliminación de sales de la muestra y una
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buena compatibilidad de la fase móvil entre el sistema de ionización por
ESI y el analizador de masas. En la mayoría de los estudios de proteó-
mica, se utilizan columnas capilares, dado que la respuesta de ESI,
depende de la concentración.
ii) Como se estudian estructuras biológicas cada vez más comple-
jas por espectrometría de masas en tándem (MS/MS) se necesitan mé-
todos de separación de mayor poder de resolución, debido a ello, el
desarrollo de la cromatografía de líquidos multidimensional (MDLC)
para estudios en proteómica, ha experimentado un gran crecimiento en
los últimos años. La MDLC combina dos o más tipos de cromatografía
de líquidos con el objetivo de incrementar el poder de resolución y
conseguir una mejor separación de los péptidos antes de que entren en
el espectrómetro de masas. Este último aspecto es importante, debido
a que el proceso de MS en tándem permite una adquisición de datos
que proporciona un mejor conocimiento de las proteínas de la mezcla.
Un aumento de la resolución también se refleja en un mayor rango
dinámico.
Una separación de alta resolución, combinada con la MS tiene varias
funciones como son: conseguir más péptidos mejor separados que difie-
ran en cuanto a su carga, o a su hidrofobicidad. Minimizar la supresión
de iones, aumentar la eficacia de la ionización así como simplificar la
complejidad de los iones de los péptidos que entran en el espectrómetro
de masas y disminuir el efecto de distorsión de la señal debido a grandes
tamaños de muestra (undersampling). Estos aspectos son importantes,
debido a que el proceso de MS en tándem, permite la adquisición de datos
para un mejor conocimiento de las proteínas de la mezcla.
Se están realizando esfuerzos para mejorar la separación cromato-
gráfica en fase inversa utilizando sistemas de alta presión como Croma-
tografía líquida de ultra resolución (UPLC: Ultra Performance Liquid
Chromatography) que utilizan partículas de menos de 2 μm. Estas par-
tículas de un diámetro tan pequeño, mejoran la resolución porque
se minimiza la difusión del analito al atravesar la columna. El mayor
problema, se debe a la elevada presión por retroceso que se crea en la
columna cuando la velocidad lineal de la fase móvil es óptima. Esta
presión de la columna, es inversamente proporcional al cubo del diáme-
tro de la partícula de relleno y por tanto un diámetro muy pequeño de
partícula permite exceder la máxima presión permitida en un sistema
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convencional de HPLC. Los equipos pueden trabajar con unos valores
de presión de hasta 1.000 atmósferas.
4. DETERMINACIÓN DE BIOMARCADORES EN CLÍNICA
La aplicación de la MS en clínica comenzó en los años sesenta del
siglo pasado y está ampliamente reflejada en la bibliografía (10-13), esta
técnica se ha aplicado a todos los fluidos biológicos, pero los más uti-
lizados son el plasma y la orina aunque en muchos casos se requiere una
derivatización. Las primeras aplicaciones se restringían al análisis de
pequeñas moléculas mediante GC-MS necesitando una etapa de prepa-
ración de la muestra muy laboriosa y no se lograba analizar moléculas
de alto peso molecular o de polaridad elevada. Actualmente, mediante
MS se ha resuelto el análisis de muy diferentes moléculas y es posible
determinar proteínas intactas y péptidos, lo que se debe fundamental-
mente a la gran expansión de la técnica que se está produciendo en los
últimos años y a avances instrumentales tales como nuevas fuentes de
ionización y sistemas para el acoplamiento de técnicas. También han
sido decisivas las mejoras que facilitan el trabajo como son la disminu-
ción del tamaño de los equipos y la simplificación de su manejo, al no
necesitarse técnicos tan especializados. Todos estos aspectos se verán
superados en un futuro próximo.
La utilización e importancia de los BM en clínica se basa en la
posibilidad de su determinación cualitativa y cuantitativa mediante di-
versas técnicas analíticas, así como la ulterior interpretación y evalua-
ción de los resultados obtenidos. Se presenta un importante desafío en
la búsqueda, identificación y validación de biomarcadores específicos
para enfermedades.
En una reflexión analítica previa, se debe considerar que los poten-
ciales BM que se determinarán en clínica incluyen un amplio espectro
de compuestos bioquímicos que pueden ser aminoácidos, lípidos, este-
roides, péptidos, proteínas, ácidos nucleicos, oligonucleótidos, DNA y
RNA. Estos compuestos presentan pesos moleculares muy heterogé-
neos, desde unos 500 Da como los aminoácidos, hasta las moléculas con
elevados pesos moleculares como proteínas y algunos péptidos. Ade-
más, las sustancias muestran diferentes propiedades fisicoquímicas como
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polaridad, solubilidad, carga y en general son hidrofílicas. En muchos
casos las concentraciones de los BM son muy bajas y hay que analizar-
los en presencia de otras sustancias cuya concentración es muy elevada.
Un ejemplo es la mioglobina que es un BM del infarto de miocardio,
cuyos valores de referencia en varones de cincuenta años se encuentran
entre 22 y 58 μg/L y su determinación se realiza en presencia de albú-
mina cuya concentración es de 32 a 45 g/L, esta diferencia de concen-
tración hace necesario un proceso de separación previo a su detección.
En muchos casos los laboratorios clínicos no disponen de estándares al
no existir en el mercado, ni tampoco materiales de referencia certifica-
dos, de gran importancia e interés especialmente para la puesta a punto
y validación de los métodos analíticos. Estos aspectos serán los desafíos
que el analista deberá solventar para identificar y valorar correctamente
el biomarcador.
4.1. Diagnóstico clínico
En los análisis clínicos, la información se obtiene de cada muestra
individual por lo que las características deseables del método deben per-
mitir que esta información sea la máxima posible, que la preparación
de la muestra, la velocidad de muestreo, el análisis y la interpretación de
resultados se desarrolle de tal forma que permita analizar rutinariamen-
te cientos de muestras a ser posible, de forma automatizable y finalmente
que el analista lo pueda realizar de forma reproducible siendo crucial, en
todos los casos, el factor tiempo.
La GC/MS en química clínica está limitada a muestras con la vola-
tilidad y el tamaño adecuado por lo que los análisis GC/MS están res-
tringidos a compuestos derivatizables como ácidos grasos, ácidos orgá-
nicos, aminoácidos, monosacáridos, prostaglandinas, ácidos biliares y
esteroides.
El número y el tipo compuestos que se analizan por MS varía desde
metales, como hierro y selenio a metabolitos como la fenilalanina, tam-
bién glucosa, péptidos y proteínas como insulina, hemoglobina, y oligo-
nucleótidos (fragmentos de DNA y RNA).
Los BM pueden ser compuestos de origen endógeno producidos por
el metabolismo o metabolitos debidos a la degradación de un medica-
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mento; los metabolitos utilizados como BM son moléculas de bajo peso
molecular. Los genes defectuosos pueden producir proteínas anormales
con la actividad enzimática alterada, lo que puede tener consecuencias
metabólicas adversas provocando alteraciones celulares u otras enferme-
dades, la concentración anormal de metabolitos puede ser un indicativo
de una enfermedad concreta.
La MS es una técnica válida para el diagnóstico de trastornos me-
tabólicos y se ha utilizado en la determinación de un conjunto de alte-
raciones llamadas acidemias orgánicas (14), cuya forma más común es
la acidemia propiónica neonatal, trastorno del metabolismo originado
por un déficit enzimático de la propionil CoA carboxilasa, enzima mi-
tocondrial dependiente de la biotina que cataliza el paso de propionil
CoA a metilmalonil CoA. Se manifiesta ya en las primeras semanas de
vida apareciendo síntomas de intoxicación como son rechazo del ali-
mento, vómitos, pérdida de peso y disfunción neurológica con letargia,
convulsiones, e incluso coma y muerte. La principal característica de
dicho déficit es la presencia de elevadas concentraciones de propionato
y otros ácidos orgánicos en sangre y orina. Para diagnosticar este tras-
torno, en la etapa de la preparación de la muestra se extraen los ácidos
orgánicos y se derivatizan mediante trimetilsililación analizándose pos-
teriormente mediante GC/MS (15).
Otra aplicación interesante de esta técnica corresponde a los méto-
dos de screening o cribado especialmente en programas de prevención
de enfermedades.
Los métodos de screening son un tipo de análisis cualitativo, utiliza-
dos en laboratorios que trabajan rutinariamente con un número elevado
de muestras y se basan en respuestas binarias (positivo/negativo, pre-
sencia/ausencia del analito, etc.). En los métodos de cribado, se utilizan
distintas metodologías como tinciones inmunohistoquímicas, microchips
de DNA, chips de proteínas, etc. No obstante, todas estas técnicas están
limitadas, bien por una insuficiente sensibilidad y especificidad de los
ensayos, ya que tienen que detectar un único componente que es el que
actúa como biomarcador, bien por una insuficiente correlación cuanti-
tativa entre el gen y los niveles de proteína obtenidos, o por el estrecho
margen en la interpretación analítica para obtener un perfil proteómi-
co cualitativo/cuantitativo comprensible, o por la falta o insuficiente es-
pecificidad y reproducibilidad de los chips de proteínas. En 1990 la in-
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troducción de la MS en tándem revolucionó los metodos de screening al
permitir analizar, en una única experiencia, múltiples analitos así como
la detección de distintas enfermedades de forma simultánea.
En la actualidad se está aplicando el cribado neonatal para estudiar
trastornos metabólicos, lo que permite el conocimiento real de la preva-
lencia de muchas enfermedades (16-18) que hasta ahora se detectaban
a partir de las manifestaciones clínicas y para tener un mayor conoci-
miento de las causas y tratamiento de las enfermedades genéticas. Se
utilizan técnicas acopladas como LC/MS o LC/MS/MS y en un único
proceso analítico se identifican los analitos Como ejemplo en un estudio
en la región de Murcia, realizado en el Laboratorio de Metabolopatías
del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca se han analizado 24.937
recién nacidos mediante MS/MS encontrándose una incidencia de alte-
ración metabólica: 1:3500 r.n. (19).
Para mejorar el valor predictivo de estos métodos de cribado es
necesario el desarrollo de nuevas tecnologías que se pueden aplicar al
cribado neonatal. Tampoco está resuelto qué tipo de estrategias poste-
riores o de segundo nivel se deben tomar cuando se obtienen valores
positivos en el cribado. Se deben tener en cuenta varias consideraciones,
la primera es que en un solo ensayo se trabaja con muchos analitos, por
lo que la probabilidad de que alguno de ellos esté fuera del intervalo de
los valores de referencia es grande, lo que hace que haya demasiados
resultados positivos, ello supone un exceso de trabajo y costes de con-
firmación de resultados en el laboratorio; otro aspecto importante es la
generación de inquietud en las familias de los niños con resultados
positivos por lo que para mejorar el valor predictivo de las pruebas de
cribado se está trabajando en el establecimiento de los analitos de mayor
importancia en el diagnóstico de enfermedades, así como en el estable-
cimiento de límites de corte (cut-off) y algoritmos de diagnóstico ade-
cuados para disminuir el número de falsos positivos. Otra particularidad
es que cada laboratorio debe establecer sus propios valores de referencia
y límites, referidos a la población normal objeto de cribado, pero este
tipo de enfermedades tiene una prevalencia baja en la población y se
necesita mucho tiempo para tener el número de casos necesarios para
establecer estos valores.
En China se ha realizado un cribado selectivo durante el embarazo
para detectar disfunciones del metabolismo y aciduria metilmalónica
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secundaria, y poder establecer la causa de las anomalías congénitas del
tubo neural, malformación congénita muy común en el norte del país. Se
han utilizado muestras de orina, un pretratamiento con ureasa y la de-
terminación de los niveles de metilmalonato mediante GC/MS (20).
Se utilizan asimismo métodos de cribado para estudios sobre el abu-
so de alcohol utilizando LC-MS/MS. El alcoholismo es uno de los prin-
cipales problemas sanitarios cifrándose en más de tres millones el nú-
mero de alcohólicos, lo que conlleva un gasto sanitario que supera los
5.000 millones de euros al año (21). El alcohol tiene dos metabolitos etil-
glucurónido (EtG) y etilsulfato (EtS) que son los primeros candidatos
para su determinación en orina. Estos marcadores pueden detectarse
en las 36 horas siguientes a la ingestión del alcohol mediante MS. Para
la determinación de EtS mediante LC- ESI- MS/MS se seleccionó como
precursor el ión [M-H]– de m/z 125 y sus iones producto de m/z 97
([HSO4]
–) y 80 (SO3
–), se detectaron mediante el método SRM: control
selectivo de reacción (22). La detección simultánea de los dos marcado-
res permite realizar un diagnóstico del consumo de alcohol que puede ser
utilizado en programas de prevención. Un ámbito que utiliza una meto-
dología similar (GC/MS) y se puede incluir en diagnóstico clínico es el
análisis de drogas de abuso en orina como cocaína, cannabinoides, anfe-
taminas u otras sustancias en las que se determinan sus metabolitos como
biomarcadores.
La necesidad e importancia de validar los métodos de análisis es
conocida y si bien el concepto de validación no depende de que sean
cuantitativos o cualitativos, en la práctica algunos parámetros de calidad
que los caracterizan son diferentes. En los métodos cualitativos, aunque
hay parámetros que mantienen el mismo nombre que en los métodos
cuantitativos, como especificidad, sensibilidad y límite de detección, su
significado puede ser ligeramente diferente, además hay otros parámetros
de calidad característicos de estos métodos, como son la proporción de
falsos positivos y falsos negativos así como el límite de corte (cut-off)
cuyo significado puede encontrarse en la abundante bibliografía existen-
te. Finalmente como señala Ríos (23) la fiabilidad de la información ana-
lítica es uno de los principales objetivos del analista y los métodos de
screening son un tipo de análisis cualitativo cada vez más utilizado en los
laboratorios, ya que son la base para adoptar decisiones rápidas en mu-
chos aspectos de la vida real. La importancia de dichas decisiones para
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resolver problemas requiere un nivel apropiado de calidad de la informa-
ción cualitativa usada para estos fines. La fiabilidad de los resultados está
asociada a esta calidad de la información por lo que se hace necesario el
desarrollo de las herramientas metrológicas y quimiométricas para eva-
luar la fiabilidad de la información cualitativa que proporcionan.
4.2. Proteínas
La identificación y caracterización de las proteínas es crucial en
biología y hasta hace unos años era difícil por la falta de métodos
analíticos rápidos y sensibles lo que limitaba los estudios relacionados
con la biología molecular o la genómica. Se utilizaban técnicas fisico-
químicas o enzimáticas detectando los productos de reacción por espec-
trofotometría UV o fluorimetría, pero no resolvían satisfactoriamente el
problema analítico. En los años noventa la incorporación de la MS
permitió ir perfeccionando la información y en nuestros días, esta téc-
nica tiene un papel trascendental en la identificación y caracterización
de proteínas siendo actualmente la técnica de elección para el análisis de
proteínas complejas.
Las técnicas de separación cromatográficas y electroforéticas, en
combinación con la MS, son las herramientas fundamentales que actual-
mente se utilizan en la investigación de proteínas, o en proteómica, así
como en otros campos relacionados con las «ómicas».
Las proteínas sirven como biomarcadores de enfermedades especí-
ficas. Una proteína anormal puede ser consecuencia de un gen defectuo-
so y puede tener implicaciones clínicas si la composición alterada de los
aminoácidos afecta a su actividad. Un ejemplo es la amiloidosis fami-
liar, enfermedad hereditaria y degenerativa, que tiene su origen en un
defecto genético transmitido con carácter autosómico dominante y pro-
duce mutaciones en la composición de la proteína transtirretina (preal-
búmina), esta proteína normalmente transporta tiroxina y retinol. Se han
descrito más de 50 mutaciones del gen de la transtirretina con este tipo
de amiloidosis, la mayor parte de las cuales causan depósito amiloide
primariamente en corazón y nervios periféricos; suele presentarse como
neuropatía periférica si bien se describen mutaciones que se expresan
inicialmente como cardiopatías, la detección e identificación de la trans-
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tirretina permite un diagnóstico definitivo de la enfermedad. Se ha uti-
lizado LC/ESI- MS (24) para identificar mutantes de transtirretina y las
diferentes fracciones se analizan mediante LC/MALDI-MS para deter-
minar el lugar de la mutación.
Las llamadas enfermedades congénitas del metabolismo son conse-
cuencia de alteraciones bioquímicas de origen génico en la estructura o
función de una proteína, la MS se ha aplicado para la determinación de
enfermedades raras causadas por una deficiencia de un enzima específi-
co, por ejemplo en el diagnóstico de glucogenosis. Las glucogenosis son
una serie de enfermedades congénitas producidas por alteraciones de los
enzimas que participan en el metabolismo del glucógeno. Se caracterizan
por acumulación del glucógeno en el órgano afectado, esta acumulación
es una respuesta fisiológica al aumento de concentración de glucosa en
sangre, que ocurre después de la ingestión de alimentos. Tradicionalmen-
te se ha considerado que la glucógeno sintasa (GS) cataliza la etapa clave
de la síntesis de glucogéno y la actividad GS está altamente regulada
mediante la fosforilación en múltiples residuos y por efectos alostéricos,
principalmente glucosa-6-fosfato aunque avances recientes han demos-
trado que se deben considerar otros factores (25). En los estudios para
entender los diferentes tipos de glucogénesis, así como los procesos im-
plicados, la MS es técnica de rutina como se ha demostrado en la gluco-
genosis tipo I debida a una deficiencia de la glucosa-6-fosfatasa. Para el
diagnóstico de la glucogenosis tipo II o enfermedad de Pompe, causada
por una disfunción de la enzima α-(1-4)-glucosidasa, se ha encontrado un
biomarcador en orina que es un tetrasacárido de glucosa, Glca1-6Glca1-
4 Glcal-4 Glc (Glc4). Se ha demostrado que su nivel en orina esta aumen-
tado en pacientes con esta enfermedad, especialmente en niños y jóvenes
más que en adultos. Su determinación se realiza mediante espectrometría
de masas en tándem (MS/MS) con una ionización por ESI (26, 27) o
mediante GC-MS y MALDI-TOF MS (28).
La hemoglobina (Hb) es una proteína que contiene Fe siendo respon-
sable del transporte y almacenamiento de oxígeno. En adultos el tipo de
Hb más común es un tetrámero llamado HbA que contiene dos cade-
nas α y dos cadenas β de polipéptidos asociadas con el grupo hemo. En
las hemoglobinopatías la estructura de uno de los cuatro tipos de cadenas
es anormal lo que se debe casi siempre a la sustitución de un único ami-
noácido. Para caracterizar las variantes de la hemoglobina se ha utilizado
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una modalidad de la espectrometría de masas como la IMS: espectrome-
tría de movilidad iónica (ion mobility spectrometry) que consiste en so-
meter a las moléculas ionizadas a un campo eléctrico homogéneo
en una corriente gaseosa. Los iones se desplazan, a una velocidad que será
función del campo eléctrico y también de su interacción con el gas, por
lo que la velocidad dependerá de su masa, de su tamaño y de su forma.
Los espectrómetros IMS permiten detectar e identificar concentraciones
muy bajas de sustancias. La anemia drepanocítica es una hemoglobino-
patía β causada por un tipo anormal de hemoglobina, llamada hemoglo-
bina S (HbS: sickle hemoglobin) que distorsiona la forma de los glóbulos
rojos y presentan forma de disco. La hemoglobina HbS se diferencia en
que el acido glutámico del aminoácido en la sexta posición sobre la ca-
dena b ha sido sustituido por valina. Para determinar las diferencias con-
formacionales en la estructura cuaternaria de la hemoglobina se ha utili-
zado la IMS acoplada con Q-TOF (29).
Se ha estudiado, en un interesante trabajo (30) el potencial de la
espectrometría de masas para el estudio de proteínas que contienen hie-
rro, como son la hemoglobina, la transferrina, la ferritina o la mioglo-
bina. Estas proteínas están implicadas en numerosos procesos biológicos
y algunas son consideradas como biomarcadores del metabolismo del
hierro. Se estima que las distintas estrategias analíticas tendrán aplica-
ción para la caracterización cualitativa y cuantitativa de proteínas con
hierro, así como la validación de nuevos métodos analíticos en un ámbito
en el que la pureza de las especies es especialmente demandada. Otra
faceta es la caracterización de estas proteínas como nuevos biomarcado-
res asociados a enfermedades.
Recientemente, se han utilizado los espectros de masas para el diag-
nóstico de enfermedades. Se ha hecho un seguimiento de cáncer de ova-
rio y otros tipos de cáncer a través de la identificación de los espectros de
masas de proteínas utilizando la bioinformática. Se han identificado bio-
marcadores no específicos con sus secuencias, sin embargo esta propues-
ta todavía no ha sido aceptada de forma generalizada por la clase médica
debido a la elevada fluctuación que aparece en los espectros para mues-
tras de distintas fuentes y sometidas a diferentes formas de preparación
antes de ser analizadas. Previsiblemente, en un futuro próximo cuando la
preparación de las muestras y los protocolos experimentales estén estan-
darizados por organismos internacionales y los espectros tengan la repro-
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ducibilidad exigida, esta metodología tendrá un enorme potencial para el
diagnóstico rápido de múltiples enfermedades.
La proteómica (35) es el conjunto de técnicas y estrategias utiliza-
das para el estudio del proteoma, es decir el conjunto de todas las pro-
teínas originadas por el genoma, bajo los diversos patrones de expresión
génica a proteínas, modificación, degradación proteica y desarrollo de
su función, todo ello dentro de cada tipo de célula, momento celular,
condiciones particulares in vivo, etc.
Es una disciplina que ha despertado enormes expectativas en la inves-
tigación de biomarcadores por su potencial para la identificación de mo-
léculas específicas que permitan diagnosticar, clasificar o predecir enfer-
medades así como para definir nuevas dianas terapéuticas. La aplicación
en clínica de la MS, como tecnología utilizada en proteómica es reciente
y limitada fundamentalmente a laboratorios especializados, sin embargo
la bibliografía es ingente y sigue un aumento exponencial (31-34).
Las tecnologías que se aplican en proteómica van encaminadas a
separar, identificar y caracterizar un gran conjunto de proteínas con la
pretensión de lograr la información sobre la abundancia de las mismas,
su localización, modificación e interacción entre diferentes proteínas. Este
análisis del proteoma es fundamental, pues los datos obtenidos a partir de
las pruebas genómicas son insuficientes al ser el genoma un sistema es-
tático y fundamentalmente idéntico en cada organismo, mientras que el
proteoma es sumamente dinámico y su análisis proporciona una visión
más detallada de lo que sucede en la célula posibilitando caracterizar las
proteínas presentes en la célula, tejido o líquido biológico, asimismo se
pueden identificar proteínas expresadas de forma diferente cuando los
estados fisiológicos correspondan a salud o enfermedad y también reco-
nocer un grupo de proteínas implicadas en una función específica.
Los estudios en proteómica difieren en sus objetivos, unos son des-
criptivos como la identificación de proteínas en una muestra y la carac-
terización de sus modificaciones postraduccionales; en otros casos son
métodos para medidas cuantitativas de proteínas o para estudios de
variaciones cuantitativas de proteínas en diferentes muestras.
Generalmente las metodologías utilizadas en diagnóstico o en inves-
tigación son diferentes y sin embargo no hay una ninguna razón para
ello, ya que se han desarrollado en cada ámbito de trabajo particular.
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La MS permite analizar proteínas intactas así como fragmentos pro-
teolíticos, o péptidos obtenidos por digestión enzimática. Los métodos
de MS para proteínas intactas son interesantes en clínica al no ser com-
plicada la preparación de la muestra, son rápidos y se puede trabajar con
alta velocidad de muestreo, sin embargo, en general los espectrómetros
son menos sensibles cuando se trabaja con moléculas de gran tamaño
como son las proteínas, que cuando se trabaja con péptidos a causa de
la «división de la señal» y de la dilución debido a las modificaciones
proteicas y a la formación de aductos.
No existen métodos o instrumentos que sean capaces de identificar
y cuantificar los componentes de una muestra compleja de proteínas en
una única operación. Los métodos analíticos directos, para el análisis de
proteínas, tales como SELDI-TOF sólo serán capaces de detectar dife-
rencias en proteínas muy abundantes a menos que, previamente al aná-
lisis, se utilice una etapa de enriquecimiento de la muestra.
En general, cualquier análisis consta de tres etapas: (i) Las muestras
de proteínas se aíslan de su espécimen biológico y a veces se fraccionan.
Esta muestra es digerida enzimáticamente y posteriormente la mezcla
de péptidos resultante se fracciona mediante técnicas de separación.
(ii) Los péptidos se someten a análisis cualitativos y cuantitativos me-
diante espectrometría de masas. (iii) El conjunto de datos y resultados
generados son analizados con la ayuda de equipos informáticos con un
software adecuado para deducir la secuencia de aminoácidos y si es
posible, la cantidad de proteínas en la mezcla. La identidad del péptido
se asigna mediante el espectro MS/MS y la búsqueda en una base de
datos correspondiente. Se recomienda realizar pruebas estadísticas de la
búsqueda para garantizar la identificación.
Las técnicas de prefraccionamiento que se utilizan como paso pre-
vio a la caracterización de las proteínas en el caso de mezclas muy
complejas, son la electroforesis y los métodos cromatográficos. Se usa
la electroforesis en gel mono o bidimensional (2DGE), con digestión
en el propio gel de las bandas específicas, seguida por LC-MS-MS. La
electroforesis en gel proporciona información sobre el peso molecular
y el punto isoeléctrico de las proteínas. Las limitaciones de este método
se deben a su laboriosa realización, con una velocidad de muestreo
pequeña, hay pérdida de proteínas durante la separación, así como baja
recuperación de las proteínas grandes. Aunque el sistema bidimensional,
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proporciona un excelente poder de resolución para proteínas, es difícil
automatizar el proceso, es laborioso y sobre todo, tiene un intervalo
dinámico limitado y no se puede aplicar a ciertos tipos de muestras. No
obstante la 2DGE, es todavía muy útil en algunos aspectos como son la
diferenciación de isoformas de algunas proteínas.
Otra posibilidad es utilizar la cromatografía de afinidad, de inter-
cambio iónico y procesos de interacción hidrofóbica, posteriormente se
recogen las diferentes fracciones y se analizan mediante LC-MS. La
cromatografía de intercambio iónico retiene a los péptidos mediante
interacciones electrostáticas y posteriormente son eluidos con un buffer
adecuado. El acoplamiento de la cromatografía de intercambio iónico
utilizando LC en fase inversa, proporciona buenos resultados.
En proteómica para identificación y caracterización de proteínas se
utilizan dos metodologías básicas que son los métodos bottom-up o de
abajo hacia arriba y los métodos top-down o de arriba hacia abajo.
4.2.1. Métodos bottom-up y métodos top-down
4.2.1.1. Métodos bottom-up o de abajo hacia arriba
Se obtiene una información a nivel peptídico, en relación a su masa
o su secuencia para identificar una proteína. Esta metodología puede
considerarse consolidada y se utiliza de forma habitual, especialmente
en investigación. En el mercado ya existen equipos en línea y total-
mente automatizados que utilizan bottom-up. Se aplica a proteínas
purificadas o a mezclas de proteínas. Su limitación es que solo per-
mite identificar un pequeño porcentaje del total de los péptidos de una
proteína.
Consiste en la digestión enzimática de la muestra de proteínas me-
diante tripsina o a veces digestión química, obteniéndose péptidos peque-
ños. Los productos resultantes tras la digestión de los péptidos (digeridos
de proteínas) son separados y analizados por espectrometría de masas en
tándem MS-MS.
Para separar mezclas complejas se acopla la cromatografía de líqui-
dos con la espectrometría de masas LC-MS o masas en tándem LC-MS-
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MS. Cuando se separan las proteínas por HPLC monodimensional un
criterio para estimar la separación de los péptidos es determinar la capa-
cidad de pico que se ha definido como el máximo número de picos que
pueden ser separados, con una resolución convenida y con una columna
de una determinada longitud (8). Depende de las condiciones experimen-
tales, por lo que varía con el tipo de columna utilizada y aunque estas pue-
den optimizarse para incrementar la capacidad de pico, solamente pueden
resolverse mezclas simples de péptidos. Si se trabaja con muestras muy
complejas, que pueden contener 1.000 proteínas y más de 50.000 pépti-
dos, se requieren potentes técnicas de separación como la cromatografía
líquida multidimensional (MDLC) que se ha comentado previamente.
Como se necesita información sobre estructuras biológicas cada vez
más complicadas, se ha desarrollado una metodología que se denomina
shotgun proteomics (proteómica aleatoria), que se ejecuta en un equipo
híbrido (acoplado) y consiste en realizar el proceso de separación me-
diante cromatografía multidimensional y posteriormente, analizar los
compuestos, ya separados, mediante la espectrometría de masas en tán-
dem LC-MS-MS. Este sistema se ha revelado particularmente efectivo,
debido a que los datos obtenidos pueden usarse directamente para iden-
tificar péptidos y en consecuencia determinar qué proteínas (digeridas o
no) hay en la mezcla (36, 37).
La estrategia «shotgun» une la metodología de separación cromato-
gráfica y la MS como sistema detector. Los recientes avances de MS en
tándem, juegan un papel importante en la detección y secuenciación de
péptidos, por ejemplo: el reciente desarrollo de analizadores de trampa
de iones lineales (LIT), al ser muy sensibles y permitir un barrido rápi-
do, consiguen obtener diez espectros en 1-2 segundos, esta velocidad de
barrido proporciona picos más estrechos, lo que supone una elevada
eficacia en la separación.
4.2.2.2. Métodos top-down o de arriba hacia abajo
En la actualidad en el campo de la proteómica, además del protocolo
«bottom-up», se practica el protocolo «top-down» efectuándose el aná-
lisis sobre la proteína intacta, sin la etapa de la digestión proteolítica y
por tanto su fragmentación se realiza dentro del espectrómetro de masas.
En este caso, para determinar la masa de la proteína intacta, ± 2 Da, se
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utiliza un espectrómetro de alta resolución seguida de una búsqueda
en una base de datos. La identidad de la proteína puede ser posterior-
mente confirmada mediante la obtención, por espectrometría de masas
en tándem de iones fragmentos de una secuencia específica de la pro-
teína intacta. También proporciona información sobre modificaciones
postraduccionales. Este método se utiliza para proteínas de pequeño
tamaño.
En MS/MS la cámara de fragmentación CID no suele ser eficiente
para una proteína de peso molecular alto, además puede ser difícil de-
terminar los iones producidos cuando se desconocen simultáneamente la
carga y la masa, sobre todo si la carga es alta. La mejor elección para
métodos top-down son los espectrómetros FT-ICR que proporcionan
unas medidas exactas de la masa con resolución alta. También se ha
utilizado el espectrómetro Orbitrap con prestaciones similares. Los es-
tudios «top-down» se realizan sólo en equipos con ionización por elec-
trospray ESI del tipo ESI-FT-ICR con excitación mediante ECD (elec-
tron capture dissociation) e IRMPD (infrared multiphoton dissociation).
La principal ventaja de ECD es la preservación de las características de
las modificaciones postraduccionales.
Las dos principales cualidades de top-down son: ser clave para el
estudio de modificaciones postraduccionales y por otra parte eliminar la
digestión de las proteínas. Sin embargo, presenta varias limitaciones
como son: trabajar exclusivamente con proteínas altamente purificadas;
no poder analizar fácilmente y de modo rutinario las proteínas de alto
peso molecular. Aunque ya se han superado los 50.000 Da todavía es
difícil el análisis en línea, debido a la baja eficiencia de ECD y ETD
(electron transfer dissociation). La instrumentación es muy cara y nece-
sita un importante desarrollo de la bioinformática para poder utilizarse
la metodología top-down de forma generalizada.
4.2.2.3. Identificación de las proteínas con los métodos bottom-up
4.2.3.3. y top-down
Se utilizan dos métodos:
a) Mapeo peptídico (peptide mapping) que consiste en comparar
los péptidos obtenidos mediante una búsqueda en una base de datos para
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identificar la huella peptídica de masas (peptide mass fingerprint). La
proteína patrón también ha sido sometida a una digestión para generar un
conjunto de fragmentos que son únicos y característicos de esa proteína.
El peso molecular de cada fragmento se calcula exactamente (± 0,5 Da)
utilizando MALDI-MS o ESI-MS. Para comparar el patrón y el problema
se establece la correlación entre estas masas con las masas teóricas de los
péptidos. Como mínimo para considerar identificada una proteína se re-
quiere que se identifiquen cuatro o cinco péptidos.
b) Otro método de identificación es la etiqueta de secuencia pep-
tídica (Peptide sequence tag) en este caso la identificación se basa en
correlacionar los patrones de fragmentación de las muestras problemas,
obtenidos mediante la espectrometría de masas en tándem (MS/MS) con
las secuencias de los aminoácidos que se encuentran en las bases de
datos para una de las proteínas. Los patrones de fragmentación de los
péptidos se comparan con patrones teóricos obtenidos por ordenador en
las bases de datos. El uso de patrones de fragmentación permite discri-
minar mejor que la huella peptídica de masas.
En el mercado existen diferentes equipos o «plataformas» para estos
estudios aunque ninguna de ellas permite un estudio completo de un
proteoma en una muestra biológica, por lo que deberán utilizarse méto-
dos complementarios para obtener la información requerida. Una de
estas plataformas se denomina MudPIT (peptide sequence tags with
multidimensional protein identification technology) basada en la meto-
dología «shotgun».
4.3. Métodos cuantitativos
El objetivo de los métodos cuantitativos mediante espectrometría de
masas es proporcionar una determinación exacta y fiable de la cantidad
de un analito problema en una muestra real. Esta técnica es adecuada y
presenta numerosas ventajas en el análisis cuantitativo, especialmente si
se utiliza acoplada con métodos de separación de alta resolución.
Para que sea factible la determinación cuantitativa de los biomarca-
dores es necesario obtener medidas muy exactas de pequeñas variacio-
nes en la intensidad de la señal analítica que proporciona el biomarca-
dor, ya que se encuentra a bajos niveles de concentración y en matrices
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muy complejas por lo que se requiere trabajar con el número de mues-
tras necesario para minimizar la posible divergencia de los resultados
debidos a la manipulación de la muestra y a la influencia del método
analítico. Es importante señalar que cuando se trabaja con métodos ana-
líticos cuantitativos hay que validarlos en las condiciones rutinarias en
las que se va a trabajar con ellos, ello conlleva una serie de estudios para
determinar los parámetros de calidad como precisión, exactitud, límite
de cuantificación, intervalo lineal, especificidad y robustez.
En proteómica, los métodos cuantitativos se utilizan para identificar
las proteínas que se expresan de manera diferencial en una muestra
biológica. La expresión diferencial de las proteínas es causada por una
enfermedad, stress debido a factores externos como medicamentos, toxi-
nas o manipulaciones experimentales. La proteómica cuantitativa puede
ayudar a identificar los biomarcadores de una enfermedad concreta y
permitir su diagnóstico temprano, ayudando a la prevención de la enfer-
medad o a su valoración clínica (38-40).
La cuantificación por electroforesis en gel bidimensional es consi-
derada la técnica estándar para la cuantificación proteómica y su versión
más actual es la electroforesis en gel bidimensional con posterior aná-
lisis del electroferograma obtenido. Las proteínas separadas se visuali-
zan con un colorante que tiñe las proteínas, en las muestras control y en
la problema. Posteriormente las bandas de las proteínas se detectan
mediante un «barrido» del gel con radiaciones de longitudes de onda
adecuadas.
Para cuantificar biomarcadores por CL-MS, la calibración se reali-
za con los métodos de estándar externo o interno y por adición estándar.
Hay diversas metodologías pero se exponen solamente los métodos SIM
y SRM.
4.3.1. SIM: control selectivo de iones (selected ion monitoring)
Este término describe la forma de operar del espectrómetro de masas
en la cual, no se registra el espectro de masas completo sino únicamente
se registran las intensidades de una serie de iones específicos. Se realiza
haciendo pasar la muestra a través de una columna cromatográfica, o de
electroforesis capilar, acoplada al espectrómetro de masas. Se realiza un
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barrido en un intervalo muy pequeño de masas, generalmente una uni-
dad, por lo que sólo son detectados los compuestos iónicos con la masa
comprendida en ese intervalo, que son los que aparecen en el espectro.
El espectro SIM es una gráfica de la intensidad relativa de la corriente
de iones en función del tiempo y se denomina cromatograma de masas
(Figura 8). En general se trabaja cíclicamente con tres o cuatro valores
de m/z mediante un cambio rápido de un valor a otro y los espectros se
componen de varios picos.
FIGURA 8. a) Espectro de masas general. b) SIM: Control selectivo de iones. Cromatograma
de masas: El espectrómetro realiza un barrido en un intervalo muy pequeño de masas y
aparecen los iones correspondientes a esas masas. c) SRM: Control selectivo de reacción. Se
selecciona en el espectrómetro un único ión de masa m/z.
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Para eliminar interferencias, cuando la señal de interés a un valor
m/z, es producida por más de un compuesto, se puede trabajar con MS
en tándem. Este método se puede aplicar a muestras complejas, como
suero o plasma, en el que muchos compuestos tienen la misma masa y
en particular, si se utiliza electrospray como sistema de ionización al
ser aún más probable que existan varios iones que presenten la misma
m/z. Las áreas de los picos son proporcionales a las concentraciones, lo
que permite utilizarlas en análisis cuantitativo.
4.3.2. SRM: control selectivo de reacción (selected reaction
4.3.2. monitoring)
Es la forma de trabajar más utilizada en las determinaciones cuan-
titativas por espectrometría de masas. En este método aparece un solo
pico en el espectro debido a un único ión lo que lo hace ideal para
cuantificación. Este pico puede ser monitorizado y cuantificado en
matrices complejas.
Conceptualmente significa trabajar con espectrometría de masas
en tándem MS/MS pero seleccionando una única masa (m/z) del espec-
tro, que corresponde a un fragmento iónico del compuesto problema
(Figura 8).
Su forma de operar se basa en obtener en el primer espectrómetro
de masas varios fragmentos y entre ellos, el ión precursor del analito
problema MS1. Este ión precursor al introducirse en el segundo espec-
trómetro y en la cámara de ionización CID (collision-induced dissocia-
tion) se fragmenta en iones en fase gaseosa.
Para seleccionar el ión precursor es conveniente que la reacción ele-
gida para la cuantificación sea específica del analito; que proporcione una
señal detectable en un intervalo y poder disponer de un estándar interno
marcado isotópicamente, del mismo compuesto. En las determinaciones
cuantitativas solamente se trabaja con el pico (m/z) correspondiente a este
ión y esto lo hace ventajoso frente a SIM pues realmente hay una unión
trazable entre el analito y el ión determinado. Su limitación es que su
sensibilidad es menor que en SIM y el coste del equipo es mayor.
En proteómica para cuantificar biomarcadores utilizando espectro-
metría de masas hay dos metodologías basadas en la utilización, o no,
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de marcadores. Los metodos más utilizados son con marcadores y co-
rresponden a ICAT (Isotope-Coded Affinity Tags), iTRAQ (isobaric tags
for relative and absolute quantitation), SILAQ (stable isotope labeling
with aminoacid in cell culture). A modo de ejemplo se expone uno de
ellos.
El primer método para cuantificar proteínas es ICAT y se emplea
con espectrometría de masas en tándem. Se aplica en el estudio del
perfil de expresión diferencial de proteínas entre dos muestras diferen-
tes. Cada una de las dos muestras se marca con un reactivo de ICAT
diferente. Se presenta un esquema en la Figura 9. El reactivo ICAT
consiste en tres componentes funcionales: un marcador de afinidad como
biotina, para facilitar la purificación mediante cromatografía de afini-
dad, un enlazante (linker) que puede contener isótopos estables y un
grupo reactivo con especificidad hacia los grupos tioles.
FIGURA 9. Esquema del método ICAT.
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Puede ser ICAT ligero D0 (hidrógeno) o con ICAT pesado D8 (deu-
terio) y difieren en la masa (8 Da) debido a la composición de isótopos.
Posteriormente las dos muestras marcadas se mezclan y se digieren con
tripsina. Se procede a la separación de los péptidos marcados con ICAT,
en una columna de afinidad y a su análisis mediante MS. La intensidad
relativa de los péptidos de cada muestra, indica la abundancia de la
proteína en las muestras. La fragmentación del péptido mediante MS/
MS permite determinar la secuencia de aminoácidos y conduce a la
identificación de la proteína.
Los valores cuantitativos se establecen comparando la intensidad
D0/D8. Sus ventajas son que permite realizar, en el mismo análisis, la
identificación de las proteínas y la comparación de los niveles de expre-
sión; por otra parte evita la electroforesis para cuantificar las proteínas.
Sus limitaciones son su baja sensibilidad para proteínas poco abundan-
tes y que se utiliza solamente para proteínas que contienen cisteína, sin
embargo esta se encuentra presente en la mayoría de ellas. Otras limi-
taciones son su práctica larga, laboriosa y de elevado coste.
4.4. Miniaturización: Microfluídica y espectrometría de masas
En los procesos analíticos hay una clara tendencia dirigida hacia la
simplificación, la automatización y la miniaturización. La miniaturiza-
ción, es un ámbito analítico que lleva implícito el consiguiente desarrollo
en la instrumentación esto sucede porque permite trabajar con cantidades
de muestra muy pequeñas, y en sucesivas operaciones, a una escala no
factible para el analista. Se pueden aplicar principios operacionales inno-
vadores, que son irrealizables cuando se trabaja a nivel de macroescala.
El objetivo final de los sistemas miniaturizados está representado por los
μ-TAS (micrototal analysis system) también llamados «lab-on-a-chip»
(41). Puede afectar a todo el proceso o solamente a parte de él. El desa-
rrollo de microestructuras y de la microfluídica está modificando funda-
mentalmente las técnicas electroquímicas pero también afecta a otras
como la cromatografía o la electroforesis.
La espectrometría de masas no podía ser ajena a esta tendencia y en
los últimos años la miniaturización está resolviendo demandas de alta
sensibilidad y posibilidad de acoplamiento entre distintas técnicas (42).
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El acoplamiento de un microchip o dispositivos microfluídicos con la
MS, presenta ventajas para ambos. Por una parte las características, ya
expuestas, de la MS y por otra parte el uso de la microfluídica como
fase preanalítica, proporcionan nuevas posibilidades desde el punto de
vista analítico. El desarrollo de las estrategias que combinan microfluí-
dica con MS, puede llegar a lograr una detección de proteínas más
rápida y sensible que un sistema de MS en tándem.
El trabajo con dispositivos microfluidicos es un área de investiga-
ción relativamente nueva. La microfluídica funciona de acuerdo con
principios bien establecidos que se caracterizan por algunas particulari-
dades que los distingue de la instrumentación utilizada a escala normal
como son: todas las etapas analíticas del proceso se realizan en un
sistema integrado, análisis muy rápidos de muestras en pequeñísimas
cantidades, análisis multiplex (realización simultánea de diversos análi-
sis en una sola etapa), automatización y procesos con alta velocidad de
muestreo (high-throughput). Los expertos coinciden en que, las claves
para las futuras plataformas high-throughput, son la miniaturización, los
análisis en paralelo, la automatización y los equipos integrados. Estos
aspectos, son los que hay que considerar al trabajar con microfluídica,
microelectrónica y nanotecnología. Los objetivos críticos son, conseguir
una elevada velocidad de muestreo, datos de la mayor calidad posible y
todo ello al menor coste por unidad. Hay que tener en cuenta que lo que
los investigadores pretenden es conseguir el análisis de células aisladas
así como de moléculas únicas.
Los dispositivos para microfluídica incluyen una variedad de ele-
mentos que permiten realizar operaciones como son el bombeo, la dis-
pensación de muestras, purificado de la muestra, mezclado, separación,
las reacciones químicas y la detección. Estos dispositivos trabajan con
muestras del orden de microlitros, llegándose a volúmenes de nanolitros
y picolitros.
La introducción de la muestra, la separación, el marcado y la detec-
ción, se realizan en algunos minutos o incluso en segundos. Una ventaja
de la miniaturización, es que muchas de las configuraciones de los ele-
mentos más innovadoras, sólo son factibles si se desarrollan en formato
micro. La posibilidad de utilizarlas como multiplex es un beneficio
añadido. Cuanto más pequeño es el dispositivo, la relación superficie
respecto a volumen aumenta, por lo que los fenómenos superficiales,
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que afectan a la calidad analítica, son especialmente relevantes en el
ámbito de la microescala.
Se han acoplado elementos para microfluídica con sistemas de ioni-
zación ESI y MALDI. En el mercado ya hay dispositivos para la cuan-
tificación y expresión diferencial de péptidos con esta tecnología y se
ha conseguido incluir en un chip, de tamaño menor a una tarjeta de
crédito, una nanocolumna (75 mm) y precolumna para preconcentración
de la muestra; una punta emisora para la formación del nanospray e
ionización de la muestra así como las conexiones microfluídicas nece-
sarias (43). En la bibliografía están descritos numerosas estrategias con
esta tecnología. Se ha evaluado la aplicabilidad en proteómica de estos
dispositivos acoplados, o con detección de MS en el análisis de diversas
muestras y se ha demostrado que se obtienen resultados similares a los
obtenidos con una instrumentación convencional, siendo capaces de
detectar componentes peptídicos a nivel de fentomoles y atomoles. Este
aspecto resulta especialmente interesante dado que la cantidad de mues-
tra en proteómica es muy limitada y los componentes que actúan como
biomarcadores se encuentran habitualmente presentes a nivel de ultratra-
zas, por lo que es crítico seleccionar procedimientos analíticos que ga-
ranticen la mínima pérdida de muestra. Los dispositivos miniaturizados
pueden reducir sustancialmente este problema así como evitar la conta-
minación. Los equipos tienen una superficie de contacto con la muestra
mínima, previniendo así las pérdidas por adsorción en la superficie del
instrumento. Estos equipos, al tener un formato multiplex, permiten no
sólo análisis de screening y high-throughput, sino también el procesado
en paralelo, de un conjunto de muestras sin que haya contaminación
como consecuencia de las operaciones previas.
Los dispositivos microfluídicos son especialmente útiles para descu-
brir nuevos biomarcadores, sobre todo cuando lo que interesa es obtener
un mapa de todos los componentes peptídico/proteicos de un fluido
biológico o de un tejido al no ser necesario conocer todo el perfil de la
muestra, la clave está en analizar subfracciones de la muestra que sean
relevantes y se encuentren, en un número suficiente, formando parte de
los componentes del biomarcador.
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5. CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES FINALES
Este trabajo presenta una recopilación de la espectrometría de masas
y se demuestra que en la actualidad, es una técnica imprescindible para
resolver problemas analíticos en el campo clínico, y en particular en es-
tudios de biomarcadores.
En la identificación de marcadores, especialmente proteínas, los
sistemas de ionización más utilizados son MALDI y ESI. Se utilizan con
distintos analizadores que se acoplan de forma diferente según el pro-
blema analítico a resolver pero en general: MALDI se acopla con TOF
y ESI se acopla con Q-Q-Q o LIT.
La espectrometría de masas en tándem MS/MS se acopla con ana-
lizadores del tipo Q-Q-Q, TOF-TOF; Q-TOF y Q-LIT. Se combina con
técnicas de separación multidimensionales como MDLC. El acoplamien-
to con las técnicas de separación, puede ser con MS o con MS/MS.
Las estrategias, bottom-up y top-down, presentan diferentes campos
de aplicación y aunque ambas tienen sus limitaciones, seguirán coexis-
tiendo hasta que aparezca alguna innovación importante. Las caracterís-
ticas de la miniaturización permiten vislumbrar un prometedor futuro y
un amplio campo de aplicación para el descubrimiento y validación de
biomarcadores.
Los científicos continúan haciendo grandes esfuerzos para mejorar
las prestaciones de esta técnica, especialmente en el desarrollo de nue-
vas sistemas de ionización, interfaces para el acoplamiento de diferentes
técnicas y en el campo de la miniaturización, por lo que la información
analítica progresará notablemente. No obstante, persisten muchos pro-
blemas no resueltos y es conocido que mucha información en proteómi-
ca está muy cuestionada (44, 45) especialmente por la falta de reprodu-
cibilidad en los datos.
Es justo reconocer que los retos analíticos son difíciles: trabajar con
muestras complejas en separaciones de compuestos muy similares, la
identificación y cuantificación de los mismos cuando su concentración
es mínima y la cantidad de muestra escasa, demostrar pequeñas diferen-
cias del mismo compuesto en distintas circunstancias o ser capaces de
realizarlo en las matrices biológicas, son indicativos de la dificultad que
implica.
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No obstante, debido a los equipos sofisticados, en muchos casos se
olvida que se utiliza un procedimiento analítico, por lo que conviene
recordar que para evitar errores se requiere calidad analítica y no sólo
instrumental. Hay que considerar todos los parámetros de calidad de los
métodos analíticos, como el diseño previo del método y la mejora de la
reproducibilidad en el tratamiento de la muestra para obtener replicados.
La validación del método es crítica; si una metodología no puede ser
validada, el estudio necesita volverse a diseñar. Fundamentalmente se
requiere exactitud y reproducibilidad del método, así como mejor reso-
lución o rango dinámico. No hay que olvidar las pruebas estadísticas
para el manejo de datos y la correcta interpretación de los resultados lo
que permite llegar a conclusiones verdaderas. Todo ello con equipos
versátiles, de fácil manejo que permitan trabajar con cantidades míni-
mas, coste accesible y en el mínimo tiempo posible son los desafíos que
tienen los científicos que trabajan en este ámbito.
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